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Prothrombin activation and intrinsic factor X activation are strongly sti- 
mulated by the presence of membranes containing, negatively charged phospho- 
lipids and by non-enzymatic protein cofactors (factor Va for prot21rombin- and 
factor VIILa for factor X activation). The primary abject of the studies pre- 
sented in this thesis was to investigate the possibility that, during hems- 
tasis, blood platelets provide the membrane surface required Ear protlirambin- 
and factor X activation. In chapter I1 we demonstrated that platelets are most 
active in promoting prothrombin activation, when they are stimulated by the 
combined action of collagen and thrombin. Unstimullated platelets or platelets 
stSmulated with either collagen or thrombin alone were much less active in 
thSs respect. The phospholipid composition of the outer platelet surface was 
studied by treatment of activated and control platelets with phospholipase A2.  
Phospholipids from unstimulated platelets and from platelets stimwhated by 
either collagen or thrombin were hardly susceptible to phospholipase A 2 .  In 
contrast, when platelets were activated by collagen plus thrombin, up to 20% 
of the total amount of platelet phospholipids could be degraded by phospho- 
lipase A2, without significant cell lysis. The hydrolysis of glycerophospho- 
lipids comprises 25% of the phosphatidplsetine-, 25% of the phosp'hatidyl- 
choline- and 30% of the phosphatidyletbanolaraine content of the platelets 
stimulated with collagen plus thrombin. Using different probes to determine 
the phospholipid distribution over she inner- and outer leaflet of the plate- 
let's plasma membrane, other authors reported that phosghatidylaerine is 
almost cxcLuaively located in the interior of unstimulated and thrombin 
stimulated platelets (1 -45 .  Structural changes in the plasma membrane of 
platelets after stimulation with collagen plus thrombin m y  cauae both the 
increased susceptibblkty of phospholipids to phospholipase P I 2  and the exposure 
of phosphatidylserine required for efficient prothrombin activation. 
It was expected that exposure of phosphatidylserine at the surface of 
platelets triggered with collagen plus thrombin would evoke the platelet 
procoagulant surface not only for prothrombin activation but also for intrin- 
sic factor X activation. In chapter 111 we studied the role of stimulated 
platelets in prothrombin- and factor X activation with purified coagulation 
factore and chromwgenic substrates to measure rates of thrombin- and factor Xa 
formation. Lisfng amounts of enzymes, substrates an protein cofactors that were 
saturating with respect to rates of substrate activation, the rates of 
prothroarbin- and factor X activarion found with platelets stimulated with 
collagen plus thrombin were increased 10 and 20 fold, respectively, as 
compared with uruatimulated platelets. Stimulation of platelets with either 
collagen or thrombin alone resulted in a complete aggregation and serotonin 
release but induced Less platelet procoagulant activity in prothrombin- and 
factor X activation than stimulation with colLagen plus thrombin. The platelet 
p ~ ~ ~ ~ a g u l a n t  activity induced by collagen plus thrombin could be sedimented 
with the platelets upon centrifugation. Treatment of the stimulated platelets 
with phospholipase k2 almost completely abolished the platelet activity in 
prothrombin- and factor X activation. This indicates that phoapholipkds in the 
outer leaflet of the platelet membrane are essential for the interaction of 
platelets with the clotting factors of the prothrombin- and factor X activa- 
ting complexes. 
En the assay systems used for prothrombin- and intrinsic factor X activation, 
the rates of thrombin- and factor Xa formation were dependent on the presence 
of phosphatidylserine in artificial phospholipid membranes. When low concen- 
trations of enzymes and protein cofactors were employed for prothrombin- and 
factor X activation, the rates of thrombin- and factor Xa formation increased 
upon increasing the amount of phosphatidylserine in phospholipid vesicles. In 
contrast, the prothrombin- and factor X activation determined at saturating 
concentrations of enzymes and protein cofactors, were optimal with vesicles 
containing relatively low amounts of phosphatidylserine. This made the assay 
aystems for prothsombdn- and factor X activation suitable probes for the 
detection of various mole percentages phosphatidylserine in phospbolipld 
bilayers. When the generation of a procoagulant surface on platelets stirnu- 
lated with collagen plue tlirombdn was probed with the assay systems for pro- 
thrombin- and factor X activation using sub-satorating concentrations of en- 
zymes and protein cofactors, half maximal platelet procoagulant activity was 
found within 23 minutes after the onset of platelet stimulation. With satura- 
ting concentrations factor Xa and factor Va for the activation of prothrombin, 
h i g h s r  sates of thrombin fomation were observed in a later stage of platelet 
activation; half-maximal procosgulnnt activity was found 9 minutes af rer the 
addition of collagen plus thrombin to the platelets. We propose that the 
phosphatidylserine exposed at the surface of platelets triggered with collagen 
plue thrombin is not randomly distributed in the outer monolayer of the plate- 
let membrane. Domains with a high phosphatidylserine density are generated 
shortly after platelet stimulation and are detected with the systems for 
prothrombin- and factor X activation using saturating and sub-saturating 
concentrations of clotting factors. Domains with a low phosphatidylserine 
density, which are farmed later after triggering are probed exclusively with 
systems containing saturating amounts of clotting factors. 
In chapter IV it was shorn that with platelets, which were stimulated by 
the calcium lonophore A23187, 50-60 fold higher rates of prothratubin- and 
factor X activation were found than with non-stimulated platelets. Tho concen- 
tration of ionophore required for the induction of platelet procoagulant acti- 
vity was similar to the concentratians required far platelet aggregation and 
release of ATP and factor V. The procoagulant activity, which was not due to 
platelet lysis, could be sedimented with the platelets by centrifugation and 
was completely abolished by treatment of the stimulated platelets with phos- 
pholipase A2. Incubation of A23187 stimulated platelets with phosphalipase A2 
has been show to degrade at least half of the amount of phosphatidylserine 
present in platelets ( 3 , 5 ) .  We suggest that phosphatidylserine at the surface 
of platelets stimulated by A23187 Is essential for the platelet procoagulant 
activity in prothrombin- and factor X activation. 
In chapter V and VL studies are presented which describe the role of phos- 
pholipid bilayers and protein cofactors in the enzymatic complexes for pro- 
thrombin- and factor X activation. In previous studies (6.7) it was demon- 
strated that in prothrombin- and factor X activatiarr phospholipids decrease 
the KD for the respective substrates, whereas the Vmax of the reactions is 
increased by the presence of their protein cofactors. As shown in chapters V 
and VH, the protein cofactors increase the Vmax of prothrombin- and factor X 
activation not only by an increase of the k o f  the reactions but akeo by 
cat 
promoting the incorporation of enzymes in the enzme-protein cofnctor-phuspho- 
Yipid complexes. In chapter Y, the binding parameters of factor IXa for artl- 
fickall bilayers consisting of phospholipids found in platelets were inferred 
from kinetic measurements of factor X activation in the absence and presence 
of tactor VIZla. Rates of factor X activation were measured at varying concen- 
trations of factor IXa in reaction mixtures containing ca2+, factor X and 
phospholipid vesicles. Double reciprocal plots of rates ve. factor IXa concan- 
trations were straight lines. Maximal rates of factor X activation inferred 
from these plots were proportional to the phospholipid concentration, indica- 
ting that phospholipids provide kinetically functional binding sites for 
factor IXa. The factor IXa concentration required for half-naaximal rates of 
f a c t o r  Xa fo rmat ion  laas cons idered  t o  be t h e  f a c t o r  IXa c o n c e n t r a t i o n  r e q u i r e d  
f o r  t h e  occupa t ion  of h a l f  t h e  t o t a l  amount of f u n c t i o n a l  b ind ing  s i t e s .  The 
apparen t  d i t i sac iak ion  c o n s t a n t  80 ob ta ined  v a r i e d  between 0.4-1.1 pH which was 
no t  f a r  from t h e  repor ted  d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  ob ta ined  by d i r e c t  binding 
s t u d i e s  f o r  t h e  binding of f a c t o r  IXa t o  phosphol ip id .  (81. a s o  when f a c t o r  
VIjZLa was p r e s e n t  i n  t h e  f a c t o r  X a c t i v a t i n g  r e a c t i o n  mix ture  t h e  r a t e s  of 
f a c t o r  Xa format ion  could be s a t u r a t e d  w i t h  f a c t o r  IXa. Double r e c i p r o c a l  
p l o t t i n g  of r a c e s  and f a c t o r  IXa c o n c e n t r a t i o n s  revea led  s t r a i g h t  l i n e s ,  indll- 
c a r i n g  t h a t  s i n g l e  f u n c t i o n a l  b ind ing  s i t e s  f o r  f a c t o r  IXa were involved.  
Piaxinaal r a t e s  of f a c t o r  Xa format ion  were p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  f a c t o r  Q I L l r r  
c o n c e n t r a t i o n s  and independent  of the  phosphol ip id  c o n c e n t r a t i o n  p r e s e n t .  
These fhrrdings s u g g e s t  t h a t  a l l  f a c t o r  Y l I I a  was bound t o  phosphol ip id ,  phos- 
pholipid-bound f a c t o r  VLlla be ing  t h e  k i n e t i c a l l y  Euc t iona l  b ind ing  s i t e  f o r  
f a c t o r  IXa. The apparen t  d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  determined f o r  f a c t o r  IXa 
binding t o  f a c t o r  VIIZa-phospholipid complexes i s  110-1010 f o l d  lower than  found 
f o r  t h e  apparen t  d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  of f a c t o r  IXa i n  t h e  absence of f a c t o r  
VI l Ia .  We conclude t h a t  f a c t o r  V I I l a  bound a t  ( p l a t e l e t )  phospholipid s u r f a c e s  
f u n c t i o n s  a s  a  h igh  a f f i n i t y  r e c e p t o r  f o r  f a c t o r  IXa. F a c t o r  VII Ia  i n c r e a s e s  
t h e  Vmax of f a c t o r  X a c t i v a t i o n  by enhancing t h e  k  of t h e  r e a c t i o n  and by 
e a t  
i n c r e a s i n g  t h e  amount of phospholipid-bound f a c t o r  IXa t h a t  p a r t i c i p a t e s  i n  
f a c t o r  X a c t i v a t i o n .  
S t u d i e s  on t h e  e f f e c t  of f a c t o r  Va and phosphol ip ids  on t h e  fo rmat ion  of the  
enzyme-substrate  complex f o r  prothrombin a c t i v a t i o n  a r e  p resen ted  i n  c h a p t e r  
VI. K i n e t i c  parameters  of prothrombin a c t i v a t i o n  were determined a s  a  f u n c t i o n  
of phosphol ip id  compositfon and c o n c e n t r a t i o n .  I n  t h e  absence of f a c t o r  Va and 
al: Limited aalounta of phosp l~ol fp id  v e s i c l e s  t h e  Vmax c o r r e l a t e s  wnth t h e  bind- 
i n g  a f f i n i t y  of f a c t o r  Xa f o r  t h e  d i f f e r e n t  membranes. Membranes wi th  a  h i g h  
a f f i n i t y  f o r  f a c t o r  Xa have h i g h  Vmax v a l u e s ,  whereas f o r  membranes wi th  a  low 
s f f  i n i t y  a  low Wmax Ls found. The kcat,  which i s  d e f i n e d  as t h e  Vmax a t  s a t -  
u r a t i n g  phospholipid c o n c e n t r a t i o n ,  t h a t  i s  when a l l  f a c t o r  Xa i s  bound and 
enzymat ica l ly  a c t i v e ,  was 2-4 min-' independent  of t h e  phospholipid compo- 
e l t i o n .  I n  t h e  p resence  of f a c t o r  Va t h e  k was independent  of t h e  type  and 
c a t  
@mount of a c i d i c  phospholipid i n  t h e  v e s i c l e s ;  t h e  v a l u e  observed was 451010 
mi.-'. To ach ieve  a  Vmax v a l u e  of $ kca t ,  c o n s i d e r a b l y  l e s s  phosphol ip id  was 
r e q u i r e d  i n  t h e  presence of f a c t o r  Va than  i n  i ts  absence.  Apparent ly,  i n  t h e  
p resence  of f a c t o r  Va more f a c t o r  Xa p a r t i c i p a t e s  i n  prothrombin a c t i v a t i o n  
than  i n  i t s  absence,  which is  a t t r i b u t e d  t o  t h e  p roper ty  of f a c t o r  ~a  t o  
promote t h e  b ind ing  of f a c t o r  Xa t o  phosphol ip id  b i l a y e r s ,  a  phenomenon a l s o  


De prothrombine- en intrinsieke factor X- activerinpsreacties warden sterk 
versneld door de aanwezigheid van membranen met negatief geladen fosfolipiden 
en door niet-enzpatische eiwir cofactoren (factor Va voor prothrombine- en 
factor VLIIa voor factor X activering). De studies die: in dit proefechrift 
zijn weergegeven, hadden tot doe1 de mogelijkheid te onderzoeken det tdjdens 
de hemostase, bloedplaatjes de membraan-oppervlakken verschaffen die nodig 
zfj,n vaor prothronbine- en factor X activering. 
In hoofdstuk IT toonden ue aan dat plaatjes de prothrolnbdne activering het 
best bevorderen, als zij gestimuleesd worden door de gecombineerde werking van 
collageen en thrombirue. Niet- gestimuleerde pLaatjes of plaatjes die waren 
gestimuleerd met aLleen collageen of thrombine waren hierin veel lninder 
actief. De fosfolipbde samenstelling van het plaatjes buiten-oppervlak werd 
geanalyseerd door geactiveerde- en controle plaatjes te behandelen met fosfo- 
lipase A2. Fosfolipiden van niet-gestfmuleerde plaatjes en van plaatjes 
gestimuleerd door alYeen collageen of thrombine waren nauvelijks gevoelig voor 
fosfalipsse %. M s  daarentegen, plaatjes verden geactiveerd door collageen 
plus thrornbine, kon 20X van de totale hoeveelheld plaatjesfosfolipiden worden 
afgebroken door fosfolipase A2, zonder significante ceY lyse. De hydrolyse van 
glycerofosfolipfde.o~ omvat 25% van bet Eosfatidylserine- , 25% van het fosfati- 
dylcholine- en 30% van het fosfatidylethanolannine gehalte van de met collageen 
plus throanbine gestimuleerde plaatjes. hdere auteurs ( 1 - 4 )  vonden, met behulp 
van verschillende methoden ter bepeling van de fosf01ipi.de verdeking over de 
binnen- en buiten-eanolaag van het plasma-menbraan, $ a t  fosfsitidylslerine bijna 
uitsluitend aanwezig is in het inwenddge van het niet-gestimuleerda on throm- 
bine- geatimvleerde plaatje. Structurele veranderingen in het plasma-membraan 
van plaatj~es na stimulering met collageen plus ehrombine zauden zowel d e  
verhoogde gevoeligheid van SosSoLipiden voor Eosfolipase A2 a18 bet beachik- 
baar komen van fosfatidylserine, nodig voor een effkcignte prothromhine 
activering, kunnen vcroorzaken. 
Verwaeht werd, dat door het beschikbaar komen van fosfatidylserine in het 
oppervlak wan met collageen plus thrombine gestimuleerde phaatjes, cen procoa- 
gulant oppervlak zou ontetaan dat nlet aPleen geschikt is voar prothrombine 
actfvering maar ook voor intrinsieke factor X activating. In hoofdetuk 
1 x 1  bestudcerden v l j  de rol van gestimuleerde plaatjes in de prothrombine- en 
factor X actiwerlng met behu lp  wan gezuiverde stolfacroren en chrolslogene 
eubetrahen voor h e t  meten van de snelheden van thrombine- en factor Xa wor- 
ming. !-let hoeveelheden enzymen, substraten en eiwit cofactoren die verzadigend 
waren met betrekking tot de enelheLd van substraat activering, waren de snel- 
heden van prothrombine- en factor X activesing in aanwezigheid van callageen 
plus rhrombine gestimuleerde plaatjes 10- resp. 20 maal hoger dan werd gevan- 
den met niet-gestimuleerde plaatjes. Stimulering van plaatjes met aPleen 
collageen of thrombine resulteesde in een vollcdige aggregatie en release van 
seratonine mar induceerde ainder procoagulante activiteit in ptothrombine- en 
factor X activering dan stirnulering met collageen plus thromtbine. De procoagu- 
lante activiteft van plaatjes geinduceerd door collageen plus thrombine, kon 
door centrifugering, samen met de plaatjes, warden geaedimenteerd. De activi- 
teit van plaatjes in de prothrombine- en factor X activering verdween na 
behandeling van de geetimuleerde plaatjes met fosfolipase A2.  Dit geeft aan 
dat fasfclipiden in de buiten-monolaag van het plaama-membraan essentieel zijn 
voor de interactle van plaatjes met de stolfactorea van de prothrombine- en 
factor X activerende complexen. 
In de meetsystemen, die werden gebruikt voor psothrombina- en factor X active- 
ring, wasen de snelheden van vorming van thrombine en factor Xa afhankelijk 
van de aawezigheidl van fosfatidylserine hn artificieel samengestelde fosfo- 
lipide membranen. Wanneer Lage concentraties enzpen en eiwit cofactoren 
werden gebruikt voor de activering van prothrombine en factor X, Ramen de 
snelheden wan thrombine- en factor Xa vormfng toe als de hoeveelheid fosfetl- 
dylserine in fasfolipide vresicles werd verhoogd. U s  daarentegsn, verzadigende 
concentsaties enzymen en cofactoren werden gebruikt, verliep de activering van 
prothrombine en factor X optimaal met vesicles die relatief lage hoeveelheden 
Eoefatl.dylsesine bevatten. 
Dit makte de meetsystemen voor psothrombine- en factor X activering geschikt 
voor het detectersn van verschillende mol-percentages fosfatidylsertne in 
fosfoLiplde bilagen. Wanneer het genereren van een procoagulant oppervlak op 
collageen plus tl-zrombine gestimuleerde plaatjes werd gevolgd met meetsystemen 
vaor prothrombine- en factor X activering met niet-verzadigende concentraties 
enzynen en eiwit cofactoren, werd half-maximale procoagulante activiteit 
gevonden binnen 2 1  lninuut na stimulering van het plaatje. Met verzadigende 
concentraties factor Xa en factor Va voor de activering van prothrombine 
werden hogere snelheden van thrombdnevoming vaargenomen, schter in een later 
stadium van plaatjes activering; half-maximale procoagulante activitedt werd 
gevonden, 9 minuten na de toevoeging wan co l l ageen  p l u s  thrombine aan  de 
p l a a t j e s .  Ben werk la r ing  d i e  h ie rvoor  kan worden gegeven i s ,  da t  h a t  f o s f a t l -  
d g l s e r i n e ,  da t  na s t i m u l e r i n g  beschikbaar  komt cp  he t  oppervlak van p lee i t j es ,  
ongel i jkrnatkg i s  ve rdee ld  i n  Be buiten-monolaag van, he t  plaatjesrerizbraan. 
Gelbieden met een hoge f o s f a t i d y l s e r i n e  d i c h t h e i d  worden gevorrad k o r t  na h a t  
s r im u le r en  van de p l a a t j e s  en uorden gede t ec t ee rd  met systemen voor protk~rom- 
bine-  en f a c t o r  X a c t i v e r i n g  met verzadigende- en n ie t -verzadigende  concen- 
t r a t i e s  s t o l f a c t o r e n .  Gebieden met een l a g e  f o s f a t i d y l s e r i n e  dicbutheid, d i e  
l a t e r  na de s t i m u l e r i n g  worden gevomd,  kunnen w l t s l u i t e n d  worden aangetoond 
met systemen d i e  verzadigende hoeveclheden s t o l f a c t o r e n  bevat ten.  I n  hoofdstuk 
1W werd aangetoond d a t  met p l a a t j e s ,  d i e  waren gestkmuleerd door calcium- 
i ono foo r  A23187, snelheden werden gevonden voor prothrombine- e n  f a c t o r  X 
a c t i v e r i n g  d i e  50-60 maal hoger waren dan met n ie t -ges t imuleerde  p l a a t j e s .  De 
ionofoor  c o n c e n t r a t i e  d i e  nodig was voor he t  induceren  van p l a a t j e s  procoagu- 
l a n t e  a c t i w i t e i t  kwam overeen met de c o a c e n t r a t i e  d i e  nodig was voor p l a a t j e a  
a g g r e g a t i e  en  r e l e a s e  van ATP en  f a c t o r  V.  De procoagularrte a c t i v i t e i t ,  d i e  
n i e t  kon worden toegeschreven aan c e l  l y s e ,  kon samen met de p l a a t j e s  worden 
gesedimenteerd door c e n t r f f u g a t k e  en  verdween na behandeling van de gestimu- 
l a e r d e  p l a a t j e s  met f o s fo lkpase  Ax. Eerder  was aangetoond d a t  h e t  incu'oeren 
van M3187-gest imuleerde p l a a t j e s  met f o s f o l i p a s e  A2 r e s u l t e e r d e  i n  de  a fb r aak  
van  tenrninste  de h e l f t  van de hoevealheid f o s f a t i d y l s e r i n e ,  d i e  i n  p l a a t j e s  
aanwezig i s  (3 ,s) .  W i j  s t e l l e n  voor da t  f o s f a t i d y l s e r i n e  op h e t  oppervlak van 
met A23187 ges t imuleerde  p l a a t j e s ,  e s s e n t i e e l  i s  voor de p l aa t J , e s  pracoagu- 
l a n t e  a c t i v i t e i t  i n  de  a c t i v e r i n g  van prothrombine en f a c t o r  X. 
I n  hoofdstuk V en  VI z iyn  s t u d i e s  gepresan teerd  naar  de r o l  van f o a f o l i p i d e  
b i l agen  en e i w i t  co f ac to r en  i n  de enzymatische compYexen voor prothrombine- en  
f a c t o r  X a c t i v e r i n g .  I n  e e rde r e  experimenten (6 .7)  werd aangetoond d a t ,  i n  Qe 
prothrombine- en f a c t o r  X a c t i v e r i n g ,  d e  Km voor de  r e s p e c t i e v e l i j k e  aub- 
s t r a t e n  wordt ve r l a agd  door f o s f o l l p i d e n ,  t e r w i j l  de  Vmax van de r e a c t i e s  
wordt verhoogd door de aanwezkgheid van hun e i w i t  cofac toren .  I n  de  hoofdlatuk- 
ken V en  VI wordt aangetoond d a t  da e l w i t  co f ac to r en  de  Wmex van prothrombine- 
en f a c t o s  X a c t i v e r i n g  n i e t  a l l e e n  verhogen door een verhoging van de  kcat van 
d e  r e a c t i e s ,  maar tevens  door h e t  bevorderen van de  inbouw van enzymen i n  
e n z p  - e i w i t  c o f a c t o r  - f o s f o l i p i d e  complexen. I n  hoofdatuk V werden d e  
b ind ingsparameters  wan f a c t o r  L X a  voor b i l agen  beetaande u i t  fosfoldpdden d i e  
ook i n  h e t  p l a a t j e  aanwezig zb jn ,  a f g e l e i d  van k i n e t l s c h e  metingen van de 
a c t i v e r i n g  van f a c t o r  X i n  aan- e n  afwezigheid van f a c t o r  VIIXa. De snelheden 
van f a c t o r  X a  v o m i n g  werden gemeten b i j  v e r s c h i l l e n d e  c o n c e n t r a t i e s  f a c t o r  
I X a ,  in reactie mengsels die ca2'* factor X en Eosfolhpiden bewarten. Rechte 
lijnen werdrn gevanden wanncer de reclproke anelheden werden uitgeret tegea de 
reclproke factor IXa cancenrtaries. De maximale snelheden wan factor X arti- 
vesing die m e t  behulp van deze plots werden bepaald, wasen ewenredig met de 
fosfollpide cosucesutratfe, hetgeen erop wijst dat fosfalipiden de kinetlsch 
functionele hindingaplaatsen leveren voor factor IXa. De concentratie factor 
IXa die nodig is om half-maximale snelheden van factor Xa vorming te verkrij- 
&en, werd beechouwd als de factor IXa concentratie die nodig was voor de 
bezetting van de helft van alle functionele bindingsplaatsen. De so verkregen, 
kLnetisch afgeleide, dissociatie constante varieerde tussen 0.4-1.1 pH en was 
vergelijlbaar met de in de lireratuur gerapporteerde dissociatie constante, 
die werd gevonden met directe bindingsstudie~ (8). 
Oak a18 factor VIIIa aanwezig was in het reactie mengsel voar factor X acti- 
vering, wsle het rnogelijk de snelheden van factor Xa vorming te verzadigen met 
factor LXa. Hat dubbel reciprook uitzetten van snelheden en factor IXa concen- 
tratLes leverde rechte lijnen op, hetgeen wijst og de betrokkenheid van &?in 
soort functionele bindingsplaats voos factor IXa. De maximale snelheden van 
factor Xa vorming waren evenredig met de factor YIIIa concentraties en onaf- 
hankelijk van de fosfolipide concentratie. 
Deze waarnemingen suggeresen dat alZe factor VIIIa gebonden was aan fosfoli- 
piden en dat de fosfolipide-gebonden factor VIIIa de kinetiacb functionele 
bindingsplaats is voor factor IXa. De kinetisch bepaalde dissociatle constan- 
te, die werd gevonden voor de bindrng van factor IXa aan factor VIIIa-fosf 0- 
lipide carnplexen, is 50-100 maal lager dan die werd gevonden voor factor IXa 
in afwezigheid van factor VTIIa. Wij concluderen dat factor VLZLa,dat gebonden 
is aan (pLaatj~es)Eosfolipide oppervlakken, functioneert als een receptor met 
hoge effiniteit voor factor IXa. Factor VIIZa verboogt de Vmax van factor X 
activering door het werhagen van de kcat van de reactie en door het vergroten 
van de hoeweelheid faccor 1x8 &at ean fosfolipiden gebonden is en dat deel- 
neemt aan de activering van factor X. 
Studies near hat effect van factor Va en fasfolipiden op de vorming van her 
enzym-substraat complex voor da activering van prothrormbine zijn gepresenteerd 
in hoofdstuk YI. De kinetische parameters van prothrombine activering werden 
bepaald a19 functie van de fosfolipide concentratie en fosfolipide samenstel- 
Ling. In afwezigheid van factor Va en bij beperkte hoeveelheid fosfolipide 
vesicles, correbeert de Vaax met de bindings affinfteit van" factor Xa voor de 
verechillende membranen. Meabranen met een hoge affiniteit voor factor Xa 
geven hoge Vmex waarden, temijl voor merabranen met een lage affiniteit een 
l a g e  Vmax wordt gevonden. De kcat,  d i e  i s  g e d e f i n i e e r d  a l s  d e  Vmax b l j  ver- 
zad igende  f o s f o l i p i d e  c o n c e n t r a t i e ,  waarbijl a l l e  f a c t o r  Xa gebonden i e  en 
enzymatisch a c t i e f ,  was 2-4 mine' o n a f h a n k e l i j k  van de Easfo ldp ide  samenetel- 
l i n g .  I n  aanwrezigheid van f a c t o r  Ya was de k o n a f h a n k e l i j k  van h e t  soopt  en c a t  
de hoevee lhe id  z u r e  f o s f o L l p i d e n  i n  de v e s i c l e s ;  de gevonden waarde was 4500 
-1 
min . Onz een  VmaX waarde t e  vinden g e l i j k  aan ) k c a t ,  was a a n z i e n l i j k  minder 
f o s f a l i p i d e  nodig i n  aanwezigheid van f a c t o r  Ua dan i n  afwezlgheid Yliervan, 
h e t g e e n  wordt toegeschreven aan de eigenschap van f a c t o r  Va om de b i n d i n g  van 
F a c t o r  Xa aan f o s f o l i p i d e  b i l a g e n  t e  bevordesen; een  eigenschap d i e  ook i s  
g e r a p p o r t e e r d  door andere  a u t e u r s  [9,10). 
Zowel i n  aanwezigheid a l s  i n  afwezigheld van f a c t o r  Va, s t i j g t  d e  Km, voor 
prothrombirte p r o p o r t i o n e e l  met de f o s f o l i p i d e  c o n c e n t r a t i e .  I n  afwezigheid van 
f a c t o r  Va c o r r e l e e r t  de Km met da a f f i n i t e i t  van prothrombine voor d e  ver- 
s c h i l l e n d e  f o s f o l i p i d e  v e s i c l e s .  F o s f o l i p i d e  membranen met s e n  hogs a f E i n i t e i t  
voor prothromblne geven l a g s  Krn waarden verge leken  met membranen met cen l a g e  
a f f i n i t e i t  voor prothrombine,  een c a r r e l a t i e  d i e  n k e t  b e s t a a t  a l e  f a c t o r  Va 
aanwezig is. V e s i c l e s  met l a g e  percen tages  z u r e  f o s f o l l p i d e n  hebben aanzien-  
l i j k  l a g e r e  KLQ waarden voor prothrotubine i n  aanwezigheid van f a c t o r  \la den i n  
a fwez ighe id  h i e r v a n .  
De e f f e c t e n  van f a c t o r  Va op d e  lCln w a r  prothrombine kunnen worden v e r k l a a r d  
met e e n  model w a a r i n  prothrornbine i n  de o p l o s s i n g  h e t  s u b s t r a a t  i s  voor d e  
enzymatische u n i t  van prothrornbinase, d i e  b e s t a e t  u i t  d r i e  componenten ( f a c t o r  
Xa - f a c t o r  Va - f o s f o l i p i d e )  en v a a r i n  f a c t o r  Va de enzym-substrant comglex- 
vorming b e v o r d e r t .  
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